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Abstrak

Indo-Pasifik merupakan kawasan perairan yang memiliki keanekaragaman yang tinggi. Salah satu
keanekaragaman tertinggi di perairan Indo-pasifik adalah spesies ikan karang. Pseudocrhomis adalah
salah satu spesies ikan karang yang tersebar luas di seluruh perairan Indo-Pasifik. Di dalam suatu
kawasanyang memiliki keanekaragaman jenis melimpah, terdapat banyak spesiesyang bersaing
untuksumber daya yang terbatas dalam bertahan hidup. Perbedaan kondisi lingkungan dapat
mengakibatkan terjadinya perubahan karakter morfologi, anatomi dan filogenetik dari suatu populasi.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan kekerabatan Genus ikan Pseudochromis di sebagian
perairan Indo-Pasifik dengan melihat perbedaan kedalaman dan perbedaan warna. Penelitian ini
menggunakan metode penelitian eksploratif. Sedangkan untuk analisis molekuler melalui ekstraksi DNA
dilanjutkan dengan Polymerase Chain Reaction (PCR), elektroforesis, sekuensing dan yang analisis
filogenetik. Hasil dari penelitian menunjukkan bahwa pohon tersebut terbagi dalam lima clade dengan
jarak genetik terdekat 0% dan jarak genetik terjauh 16,4%. Perbedaan kedalaman dan warna pada ikan
tersebut tidak terlalu signifikan sebagai petunjuk dalam menentukan spesies baru.

Kata Kunci : Pseudochromis, Polymerase Chain Reaction (PCR), Pohon Filogenetik, Lokus 16S,
Lokus Control Region

Abstract

Indo-Pacific Ocean is one of ecosystem with its wide range diversity. One of the highest diversity in
Indo-Pacific waters is its species of reef fish. Pseudocrhomis is one of the reef fish species that is
widespread throughout the Indo-Pacific Ocean. Marine ecosystem having an abundant diversity of marine
species usually occurs a competition to survive. Spatial variation leading to different environmental
condition can affect the morphology, anatomy, and phylogenetic of population. It causes critical changes
of intra-species character. This study aims to comprehend the genetic relationship of reef fish from the
genus Pseudochromis in part of the Indo-Pacific Ocean by looking the difference of the ocean depth and
color difference. The method used in this study was explorative. For the molecular analysis was using
DNA extraction followed by Polymerase Chain Reaction (PCR), electrophoresis, sequencing and
phylogenetic analysis. Results of the study indicated that the phylogenetic tree was divided into five
clade, with the closest genetic distance was 0% and the farthest was 16.4%. The depth and color
difference of the fish was not very significant as a guide in determining the new species.

Keywords :  Pseudochromis, Polymerase Chain Reaction (PCR), Phylogenetic Tree, Locus 16S,
Locus Control Region

Pendahuluan dari daerah tropis khatulistiwa. Perairan Indo-

Pasifik meliputi perairan Philipina, Indonesia dan

Indo-Australia Archipelago(IAA) memiliki Australia Barat Laut. Kawasan inimerupakan

keanekaragaman jenis ikan karang yang daerah tempat ditemukan tingkatkeanekaragaman

palingkaya secara biologis di dunia. IAA terletak tertinggi untuk spesies karang, ikan karang,

di Indo-Pasifik dan meliputi sekitar dua pertiga gastropoda, dan beberapa kelompok
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krustasea(Bellwood dan Meyer,2009). Wilayah
Perairan Indo-Pasifik ini merupakan salah satu
tempat di dunia yang masih menyimpan
specimen yang belum teridentifikasi secara
ilmiah dan banyak kemungkinan ilmuwan
menemukan spesiesyang belum dijelaskan oleh
ilmu pengetahuan. Salah satu keanekaragaman
tertinggi di perairan Indo-Pasifik adalah spesies
ikan karang (Allen, 2007), seperti Dottybacks
(Famili Pseudochromidae) yang hidup pada
daerah terumbu karang di seluruh Indo-Pasifik.
Genus Pseudochromis dan Pictichromis
merupakan spesies asli wilayah IAA. Spesies
Pseudochromis litus pertama kali dijelaskan pada
tahun 1998 melalui analisis 5 individu yang
dikumpulkan dari Pulau Komodo dan Turo Liu
Point di Indonesia. Persebarannya terbatas dari
Laut Banda dan Flores dan mungkin lebih ke
utara ke perairan Filipina. P. litus yang
digunakan untuk mengGambarkan spesies adalah
yang ditemukan di lokasi terisolasi di kedalaman
42 meter, 65 meter dan 77 meter. lkan tersebut
memiliki kepala dan badan abu-abu kekuningan
sampai kehijauan dan pada kedalaman tertentu
menjadi merah muda pucat dengan bagian perut
berwarna putih dan abu-abu kebiruan sampai
abu-abu kebiruan gelap pada ekor (Gill dan
Randall, 1998). Adanya perbedaan dalam
morfologi dan rentang kedalaman beberapa
individu P. litus, diduga ada lima ordo tambahan
yang belum ditemukan. Spesies ini sementara
disebut P. rutilus berdasarkan perbedaan
morfologi yang tampak nyata (Allen, 2007).
Karakter morfologi telah lama digunakan
dalam banyak penelitian filogenetika.
Perkembangan teknik-teknik di dalam biologi
molekuler semakin pesat, seperti polymerase
chain reaction (PCR) dan sequencing DNA.
Penggunaan sekuen DNA dalam penelitian
filogenetik telah meningkat pesat dan telah
dilakukan pada semua tingkatan taksonomi,
misalnya famili, marga, dan spesies. Filogenetik
molekuler mengkombinasikan teknik biologi
molekuler dengan statistik untuk merekonstruksi
hubungan filogenetika (Hidayat dan Pancoro,
2008). Filogenetika merupakan salah satu metode
yang paling sering digunakan dalam sistematika
untuk memahami keanekaragaman makhluk
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hidup melalui rekonstruksi
kekerabatan (phylogeneticrelationship).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
hubungan kekerabatan genus ikan
Pseudochromis dan Pictichromis di sebagian
perairan Indo-Pasifik dengan melihat perbedaan
kedalaman dan perbedaan warna.

hubungan

Materi dan Metode

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni
— Agustus 2011 di Laboratorium Biomedika,
Fakultas  Kedokteran Hewan, Universitas
Udayana. Sedangkan untuk sekuensing dilakukan
di UC Berkeley DNA Sequencing Facility.
Tahapan penelitian yang dilakukan meliputi
pengambilan sampel ikan karang dan analisis
molekuler.

1. Pengambilan Sampel

Sampel dikumpulkan menggunakan bahan
sulfat quinaldine, rotenone, atau minyak
cengkeh dengan bantuan peralatan snorkeling
atau scuba tergantung pada kedalaman.
Sampel yang diperoleh difoto terlebih dahulu
kemudian diambil siripnya untuk analisis
genetik. Untuk memperoleh spesimen yang
cukup  untuk analisis genetik, terutama
spesimen yang sangat kecil biasanya
dibutuhkan pemotongan 1/3 sampai 1/2
bagian posterior dari tubuh sampel. Spesimen
yang telah diawetkan kemudian digunakan
untuk mengetahui diagnosa fitur morfologi
dari masing-masing keturunan genetik yang
ditemukan (Baldwin et al.,2011).

2. Analisis Molekuler
a. Ekstraksi
Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan
larutan chelex (Walsh et al., 1991)
Jaringan sampel diambil sebanyak + 2
mm (sebesar titik) dengan menggunakan
pinset dan dimasukkan ke dalam tube
yang berisi larutan chelex. Sebelum dan
sesudah  jaringan  diambil  pinset
dicelupkan ke dalam ethanol 96% dan
dibakar dengan api bunsen. Larutan
chelex yang sudah diisi jaringan, divortex
dan disentrifuge selama + 20 detik,
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kemudian dipanaskan dalam heat blok
dengan suhu 95°C selama + 45 menit.
Setelah dipanaskan, tube kembali divortex
dan disentrifuge selama + 20 detik.
Larutan ekstraksi siap digunakan untuk
amplifikasi.

Polymerase Chain Reaction (PCR)
Metode PCR dilakukan pada semua
sampel yang telah diekstraksi dengan
membuat tiap reaksi yang terdiri dari: kit
Platinum® PCR  SuperMix  (berisi
buferPCR, dNTP, enzim Tagq DNA
polymerase), aquabides steril, primer
(CRA)

forward5> TTCCACCTCTAACTCCCA
AAGCTAG 3° dan primer (CRE)
reverseS’ CCTGAAGTAGGAACCAGA
TG 3> (Lee et al, 1995) untuk
amplifikasi mtDNA Control Region dan
primer (16S aR) forward
5> CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3
dan primer (16S bR) reverse 5°  CCG
GTC TGA ACT CAG ATC ACGT ¥
(Palumbi, 1996) untuk amplifikasi 16S
rDNA.

Amplifikasi dilakukan sebanyak 38 siklus,
yaitu predenaturasi 80°C (10 detik) dan
94°C (15 detik), denaturasi 94°C (30
detik), annealing 48°C (30 detik),
extension 72°C (45 detik), post extension
72°C (5 menit).

Elektroforesis

Setelah dilakukan PCR, maka untuk
mengetahui hasil PCR berhasil atau tidak
dapat dilihat dengan elektroforesis
menggunakan gel agarose 1%. Langkah
awal yang dilakukan dalam elektroforesis
ini adalah pembuatan 1% agarosa. 1 gram
agarosa dimasukkan erlenmeyer
ditambahkan 100 mL TAE 1X. Kemudian
dipanaskan di dalam mikrowave, jika
sudah larut merata ditambahkan 4 uL
EtBr. Gel agarosa dituangkan di cetakan
yang sudah dipasang sisir pembuat sumur
dan didiamkan selama 30 menit.

Dalam proses elektroforesis, sampel
molekul ditempatkan ke dalam sumur
(well) pada gel yang ditempatkan di
dalam larutanpenyangga,

ISSN 2089-3507

9

dan listrik dialirkan kepadanya. Molekul-
molekul sampel tersebut akan bergerak di
dalam matriks gel ke arah salah satu kutub
listrik sesuai dengan muatannya. Asam
nukleat bergerak menuju elektrode positif,
hal tersebut disebabkan oleh muatan
negatif alami pada rangka gulafosfat yang
dimilikinya. Untuk menjaga agar laju
perpindahan asam nukleat benar-benar
hanya  berdasarkan  ukuran  (yaitu
panjangnya), zat sepertinatrium
hidroksida atau formamida untuk menjaga
agar asam nukleat berbentuk lurus.
Sementara itu, protein didenaturasi
dengan deterjen (misalnya natrium
dodesil sulfat, SDS) untuk membuat
protein tersebut berbentuk lurus dan
bermuatan negatif (Bruce et al., 2002).
Mesin dipasang pada voltase 200 V dan
arus 400 mA selama 15 menit. Setelah
selesai, gel diletakkan pada boks
UV,selanjutnya lampu UV dinyalakan.
Dan terakhir, gel difoto, setelah itu gel
dibuang ke dalam boks pembuangan gel
yang telah disiapkan. Sampel positif yang
mengandung DNA dapat dilihat dengan
adanya pita terang pada gel.

Sekuensing

Produk PCR yang baik dan memenuhi
syarat untuk dilakukan proses sekuensing,
dikirim ke Laboratorium UC Berkeley
DNA Sequencing Facility.

Analisis Filogenetik

Pohon filogenetik diproses menggunakan
software  MEGA 5.1. Untuk Lokus
Control ~ Region  digunakan  model
Hasegawa Kishino-Yano (HKY) dan
model  Generalized  Time-Reversible
(GTR) untuk Lokus 16S. Analisa dan
penyusunan pohon filogenetik dilakukan
dengan metode Maximum Likelihood
(Tamura, 2011).
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Hasil dan Pembahasan

Hasil analisis pohon filogenetik dari
Pseudochromis litus (Gambar 1 dan Gambar 2)
didapatkan lima clade, yang pertama P. litus Raja
Ampat satu clade dengan P. litus Misool65m,
Clade kedua P. litus Banda42m dengan P. rutilus
Banda 65m, Clade ketiga P. litus Manawoka
dengan P. litus Halmahera, Clade keempat P.
andamanensis Myanmar dengan P.
andamanensis Bali dan Clade kelima P.
ransonneti Brunei01 dengan P. ransonneti
Brunei02.

Apabila dilihat dari pohon tersebut, lkan
Genus Pseudochromis menunjukkan kekerabatan
yang dekat berdasarkan lokasi ditemukannya.
Sehingga kemungkinan besar ikan P. rutilus
Banda 65m adalah termasuk dalam P. litus.
Sedangkan untuk spesies P. ransonneti terlihat
jauh dari Genus Pseudochromis yang lain, hal ini
kemungkinan karena lokasi ikan tersebut yang
terletak di Brunei. Lokasi yang jauh yaitu di
sebelah  utara  perairan  Indonesia  juga
berpengaruh terhadap jarak genetik ikan P.
ransonneti.

Genus Pictichromis terbagi atas dua clade,
clade yang pertama Pc. porphyreus Brunei, Pc.
diadema Palawan dan Pc. diadema Brunei.
Sedangkan clade yang kedua Pc. paccagnellae
Banda, Pc. paccagnellae Banda kedalaman 35
meter dan Pc. porphyreus Fakfak-Papua. Jadi
terlihat jelas bahwa lkan Genus Pictichromis
yang ditemukan di sisi utara Indonesia berada
pada satu clade dan yang ditemukan di sisi timur
Indonesia juga berada pada clade sendiri.

Analisis filogenetik suatu spesies dapat
dilakukan pada karakter morfologi dan gen-gen
yang berada di dalam dan di luar tubuh dengan
sekuen DNA mitokondria. Penggunaan sekuen
DNA mitokondria memperjelas hubungan spesies
secara evolusi yang kabur akibat variasi
morfologi  (Avise, 1994). Sekuen DNA
mitokondria memperlihatkan variasi DNA suatu
populasi, perubahan breeding suatu individu dan
isolasi terhadap populasi tersebut (Liu et al.,
2000; Tjong et al., 2007).

Hasil analisis jarak genetik antar spesies
dari lokus Control Region dapat diketahui bahwa
jarak genetik terdekat adalah 1,2% yaitu pada
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spesies P. litus Halmahera dengan P. litus
Manawoka, P. litus Misool65m dengan P. litus
R4, dan Pc. diadema Palawan dengan Pc.
porphyreus Brunai0l. Sedangkan jarak genetik
terjauh adalah 65,1% yaitu pada spesies Pc.
diadema BrunaiOl dengan P. coccinicauda
Myanmar (Tabel 1).

Sementara hasil analisis jarak genetik antar
spesies dari lokus 16S menunjukkan bahwa jarak
genetik terdekat adalah 0,0% yaitu pada spesies
P. litus Halmahera dengan P. litus Manawoka, P.
litus Misool65m dengan P. litus R4, P. rutilus
Banda65m dengan P. litus Banda42m,
Pc.paccagnellae  Banda3bm  dengan  Pc.
porphyreus Fakfak, Pc. diadema Palawan dengan
Pc. porphyreus Brunei, Pc.paccagnellae Banda
dengan Pc. porphyreus Fakfak, Pc.paccagnellae
Banda dengan Pc.paccagnellae Banda35m, Pc.
diadema Brunei dengan Pc. porphyreus Brunei,
dan Pc. diadema Brunei dengan Pc. diadema
Palawan. Sedangkan jarak genetik terjauh adalah
16,6% yaitu pada spesies Pc. porphyreus Fakfak
dengan P. ransonneti BruneiO1, Pc.paccagnellae
Banda35m dengan P. ransonneti BruneiOl, dan
Pc.paccagnellae Banda dengan P. ransonneti
Brunei01(Tabel 2).

Mayr (1970) menyatakan bahwa suatu
populasi yang memiliki tingkat kedekekatan
hubungan kekerabatan yang tinggi mempunyai
banyak persamaan morfologi, genetik dan
dipengaruhi oleh keadaan lingkungan. Persentase
sekuen divergen dengan nilai +2,0%-3,0%
berdasarkan gen 16S rRNA akan mengubah
status spesies tersebut, sedangkan nilai 11,0%
pada persentase sekuen divergen berdasarkan gen
16S rRNA diindikasikan sebagai spesies baru
(Kartavtsev dan Lee, 2006). Berdasarkan grafik
jarak genetik dalam penelitian ini, selisih terjauh
kekerabatan antara P. litus dan P. rutilus adalah
2,4% dan yang paling terdekat adalah 0%, jadi P.
litus atau P. rutilus dari sampel yang didapatkan
merupakan satu spesies yang sama dengan
persentase tidak lebih dari 3% meskipun berbeda
kedalaman. Sedangkan antara Genus
Pseudochromis dan Genus Pictichromis jarak
genetik terjauh adalah 16,4% dan yang terdekat
adalah 11,5%, jadi sudah terlihat benar bahwa
keduanya berbeda Genusnya dilihat dari jarak
genetiknya yang lebih dari 11%.
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Apabila dilihat dari data tersebut,
perbedaan kedalaman dari suatu spesies tidak
terlalu signifikan sebagai petunjuk dalam
menentukan spesies baru. Perbedaan kedalaman
pada ikan Genus Pseudochromis tidak
berpengaruh terhadap variasi genetik dari ikan
tersebut, hal itu dapat dilihat dari jarak
genetiknya yang tidak lebih dari 11%. Akan
tetapi, adanya sidikit perbedaan warna
menunjukkan adaptasi lingkungan ikan tersebut
pada habitatnya.

Morfologi warna dapat menunjukkan
perbedaan spesies, tetapi tidak sesuai dengan
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hasil data genetik yang diperoleh. Sebagai
contoh, dari studi terbaru menunjukkan bahwa
biota laut yang terdistribusi secara luas dapat
memiliki variasi genetik yang tinggi (Barber et
al., 2006; Mathews, 2006; Crandall et al., 2008;
DeBoer et al., 2008; Hyde et al., 2008).
Misalnya, seperti yang dijumpai pada
Hypoplectrus spp. dan kerapu (Serranidae), saat
ini masih diidentifikasi dari variasi warna, belum
dipisahkan menggunakan marker mitokondria
(MccCartney et al., 2003).
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Gambar 1. Pohon Filogenetik Pseudochromidae dari Lokus Control Region. a). P. litus, P. litus Nusa
Penida, P. litus Nusa Penida; b). P. andamanensis, P. coccinicauda, P. ransonneti; c). Pc.
diadema, Pc. paccagnellae, Pc. porphyreus.

72 Pseudochromis litus R4
110 Pseudochromis litus Misool65m
Pseudochromis litus Bandad2m
Pseudochromis rutilus Banda65m a

100 Pseudochromis litus Manawoka

93! Pseudochromis litus Halmahera

— Pseudochromis rutilus Bali77m

r Pseudochromis andamanensis Myanmar

] 100 L Pseudochromis andamanensis Bali b

Pseudochromis coccinicauda Myanmar

Pictichromis porphyreus Fakfak

) . Pictichromis paccagnellae Banda35m

Pictichromis paccagnellae Banda
100 , Pictichromis porphyreus Brunei C

Pictichromis diadema Palawan

Pictichromis diadema Brunei

| Pseudochromis ransonneti Brunei01 ] b

100 L Pseudochromis ransonneti Brunei02
00
Gambar 2. Pohon Pohon Filogenetik Pseudochromidae dari Lokus 16S. a). P. litus, P. litus Nusa

Penida, P. litus Nusa Penida; b). P. andamanensis, P. coccinicauda, P. ransonneti; c). Pc.
diadema, Pc. paccagnellae, Pc. porphyreus.
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Tabel 1. Analisis Jarak Genetik antar spesies dari lokus Control Region.
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7. Pseudochiomis ransonneti Brunei0l | 0138 0132 0138 0130 0130 0132

8. Pseudochromis ransonneti Buneil2_ | 0136 0134 0136 0132 0132 0134 0002

3. Pseudochromis andamanensis Myarmar|  0.081 0081 0081 0079 0079 0081 0134 013 '

10, Pseudochions coccinicauda Myanmal 0106 0112 0106 0M0 0110 0112 0154 0152 0115 '

11. Pseudochromis andamanensis Bail | 0077 0081 0077 0073 0073 0081 0134 0131 0004 0115

12. Pictichromis porphyreus Fakfak 0115 017 0ms 013 0Mg 07 0166 0164 019 0105 0119 |
13, Pictichronis paccagnellae Bandadsm | 0115 0117 0115 0119 0119 017 0165 0164 0119 0105 0119 0000

14.Fictichvois popyteus Brune 09 0117 09 OMg 09 0117 0159 0161 0113 0107 0117 0009 0009
15, Pictichvris dadema Pelawan 0119 0117 019 OM9 0119 0117 0159 0161 013 0107 0117 0009 0003 0000

16, Picichvomis paccagnelaeBanda__| 0115 0117 0715 0119 0113 0117 0168 0164 0119 0105 0119 0000 0000 0003 0009

17. Pictichrris dadema Bune 019 0117 019 OMY 019 0117 0159 0%61 0113 0107 0117 0009 0009 0000 0000 0009
16, Pseudochronis utus Bai77n 002 004 002 002 003 0024 017 0128 0072 0095 0072 0117 017 0117 017 0117 017

Tabel 2. Analisis Jarak Genetik antar spesies dari lokus 16S.
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Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa hubungan filogenetik ikan
Pseudochromis dan Pictichromis terbagi dalam
lima clade dengan jarak genetik terdekat 0%
dan jarak genetik terjauh 16,6%.Perbedaan
kedalaman dan warna pada ikan tersebut tidak
terlalu signifikan sebagai petunjuk dalam
menentukan spesies baru.
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